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Effets de difffrents surnageants de bacteries lactiques deBio-KPlus sur des 

lignees cellulaires endothiliales. 



Introduction 

La recherche sur le cancer vise a. dfcouvrir les moyens par lesquels la croissance agressive 
des tumeurs solides et de leurs metastases peut etre abolle de facon specifique sans engendrer de 
resistance au traiteraent, ni provoquer de toxicite excessive chez les patients traites. Ce defi est 
de taille^puisque la transformation des cellules normales en cellules tumorales est associee a 
1'acquisition d'une importante resistance a la plupart des agents cytotoxiques actuellement utilises 
en thdrapie. Plusieurs etudes realisees au cours des dernieres annees ont demontre que les 
cellules tumorales ne represented pas le seul determinant responsable de la croissance des 
tumeurs. Les vaisseaux sanguins presents au sein de ces tumeurs y jouent egalement un r61e 
crucial. II a ete clairement etabli que ces vaisseaux sanguins. formes par le processus 
d'angiogenese, sont essentiels a la croissance agressive des tumeurs et de leurs metastases- Cette 
angiogenese est due a la capacite des cellules tumorales a secreter un certain nombre de facteurs 
angiogeniques, tels les facteurs de croissance de l'endotheiium vasculaire (VEGF) et 
fibroblastique (FGF), Hant avec une haute affinite la surface des cellules endotheliales. La 
stimulation de ces cellules endotheliales purees facteurs resulte non seulement en une hausse de 
la secretion d'enzymes degradant les composantes de la matrice extracellulaire, mais egalement 
eh une stimulation de la migration et de la proliferation de ces cellules. Les cellules ainsi 
stimulees envahissent la matrice entourant les tumeurs, formant un reseau de capillaires qui 
assure la croissance des cellules tumorales en leur fournissant les nutriments et I'oxygene 
necessaires a leur developpement. L'inhibition de rapport sanguin aux tumeurs constituc done 
une cible de choix pour le developpement de nouvelles approches therapeutiques anticancereuses 
ciblant specifiquement I'angiogencse pour restreindre ou eliminer la progression tumorale. 
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On estime que les habitudes de vie et l'alimentation sont responsables de plus du tiers des 
nouveaux cas de cancers diagnostiqu£s. Par consequent, la prevention (nutra-pr6vention) suscite 
presentement un immense int£rSt et il est estimS qu'au cours des prochaines annfies, elle 
entrainera des reductions des taux de mortality relies au cancer plus grandes que celles atteintes 
par les traitements actuellement disponibles. II est done d' actuality et fort intfiressant de 
caract&iser le potentiei antiangiogenique des bactfiries lactiques des produits alimentaires Bio-K 
Plus. 

Objectif de cette etude 

Notre intention est de determiner et de caract£riser les propriety antiangiogeniques des 
produits Mimentaires Bio-K PUts (avec et sans produit laitier), 

Hypothese proposee 

Les bacteries lactiques cornposant les produits alimentaires Bio-K Plus s&r&tent des 
molecules actives qui ont une activity antiangiogenique. 

Approches experimentales utilisees 

1- Effet sur la formation des reseaux de capillaites sanguins; 

2- Effet sur la migration des cellules endothelials 2t travers le vaisscau sanguin 
vers la tumeur; 

3- Effet sur la proliferation des cellules endothclialcs vers In tumeur. 



2 



CA 02448843 2003-11-13 



Conclusion generate suite aux resultats obtenus 

A la lueur de l'ensemble des resultats obtenus dans cette partie de l'fitude. les bactenes 
lactiques contenues dans les produits Bio-K Plus semblent secreter des molecules actives qui ont 
un potentiel d'activit6 antiangiogenique. Ainsi, ces molecules actives ont la capacity d'inhiber la 
croissance de nouveaux capillaires qui soutient la progression de diverses maladies tels les 
retinopathies, les hemangiomes infantiles, l'arthrlte rhumatoYde. le psoriasis, les ulceres 
duodSnaux, la restgnose post-angiopiastie et la croissance tumorale. 
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&ude : cauterisation des propriety antiangiogeniques des bacteries lactiques composant 
la produit alimentaire de Bio-K Plus sur les cellules endothelials de veine 
ombilicale humaine (HUVECs) et les cellules endotheliales de 1'aorte bovine 
(BAECs). 



1.0 Preparation du materiel d'6tude 

Dans la presents etude, nous avons caracterise Taction de divers sumageants provenant 
des bacteries lactiques (milieu secrete par les bacteries) et des produits alimentaires Bio-K Plus. 



1 .1 Sumageants de bacteries lactiques 

Les bacteries ont ete recues dans 9 ml de milieu complex MRS et 100 ul de cette 
suspension a ete multiplies dans 100 ml du meme milieu. Apres 18 heures d'incubation a 37°C 
(agitation a une Vitesse de 250 RPM), des aliquots de U ml ont ete preleves et repartis dans des 
tubes eppendorfs steriles auxquels nous avons rajoute prealablement 0,4 ml de glycerol a 80%. 
Ces tubes ont 6t& congeles & -80°C. 

Afm d'obtenir les sumageants de bacteries lactiques, un volume de 100 1*1 de suspension 
bacterienne provenant d'un tube congele a ete preleve et cette suspension a ete multiplier dans 
100 ml de milieu MRS (selon la m8me procedure que decrite precedemment). Apres 18 heures 
dMncubation, un repiquage a ete effectue : I ml de suspension bacterienne dans 100 ml de milieu 
MRS (dilution de 1/100). Ce milieu a- ete incube fc 37'C jusqu'a I'atteinte de sa phase de 
croissance . log . correspondant a une densite mesuree a 0.5 a A^. Par la suite, ie surnageant a 
ete obtenu par centrifugation (I 000 x g. 15 min) et nitre deux Fois (un nitre dc 0.45um suivi d'un 
nitre de 0,22 urn). Une partie de ce surnageant a ete aliquote dans des tubes eppendorfs stenlcs 
ct conceld a -80«C. L'uutre partie du surnageant a 6te concentre 10X a ,'aide de tubes UUrafree- 
4 (> 5~000 kDa) par centrifugation (3 000 x g, 30 min). Ainsi. nous avons obtenu deux types de 
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surnageants : un surnageant concentre 10X contenant des molecules dont la taille est plus grande 
que 5 000 fcDa et un filtrat contenant des mol&ules dont la taille moteculaire est plus petite ou 
egale a 5 000 kDa. Par la suite, ces surnageants ont £te aliquot£s et congetes k -80°C. 

1.2 Surnageants de produiis alimentaires BiorK Plus 

Dans la presente etude, des surnageants ont 6t6 obtenus de deux types de produits 
alimentaires Bio-K Plus : un composfi avec produit laitier (les proteines du lait sont fermentSes) 
et T autre sans produit laitier (les proteines du soya sont fermentees). Ces surnageants de ces. 
produits ont 6\& obtenus suite k deux centrifugations (une 4 6 000 x g , 15 min, 4*C et une autre h 
20 000 RPM. 30 min, 4°C). Par la suite, ils ont €x& filtrds sur deux Fdtres (un filtre de 0,45|im 
suivi d 1 un filtre de 0,22 jjun) dans ie but d'obtenir des surnageants sans bact&ies etsteriles afin de 
pouvoir traiter ies lignfies celiulaires endoth&iaies. Les surnageants ont && conserves k ~80°C 
jusqu'fc utilisation. 

2.0 Resultats 

2.1 Caractfrisation in vitro des surnageants de bactiries lactiques et des produits 
alimentaires Bio-K Plus sur la formation de structures capittaires par les HUVECs 

Dans un premier temps, nous avons vSrifie si les surnageants de bactfiries lactiques 
perturbaient la formation de structures capillaircs sur Matrigel par les HUVECs, Les cellules ont 
6te enscmencees sur une matrice contenant un melange hetSrogene de facteurs de croissance 
(bFGF, TGF-P, VEGF, HGF) ainsi que de plusieurs prolines de la matrice extracellulaire 
(coilagfcne % laminine, fibrine) et de protases (MMPs, uPA, tPA), recrdant artificieUement le 
support matriciel rerrouvfi in vivo. Une incubation de 6 heures en presence des differents 
surnageants (dilution 1/4) h 37°C a permis d'observcr un effet inhibiteur (variant dc 1 8,2% & 
27,5% inhibition; n=2) des surnageants dc bacteries lactiques concentres 10X (Figures 1A, IB). 
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De plus, on observe que les rescaux founds sont incomplets et non structures comparativement au 
controle. 

Dans un deuxifcme temps, nous avons v6rifi6 si les surnageants de Bio-KPlus perturbaient 
<£gaiement la formation des structures par les HUVECs (Figures 2A, 2B). Les r&ultats semblent 
d&nontre que leurs effets ne sont pas significatifs. De plus, mentionnons que Ie pH des 
surnageants de Bio-KPlus ne semble pas affecter la formation des reseaux. 

2.2 Caracterisation in vitro des surnageants de bactiries tactiques et des produits 
alimentaires Bio-K Plus sur te potentiel migratovre des BAECs et des HUVECs 

La migration des cellules endoth&iales a 6t6 raesurSe & Taide des chambres de culture de 
type Boyden. II s'agit de deux chambres contenant des puits de 6,5 mm s£pat6es par une 
membrane de polycarbonate ayant des pores de 8,0 fim et prdalablement induite de gelatine. 
Cette membrane constitue la barrtere artificielle. Les cellules endothelials en croissance ont 6t£ 
r6colt£es avec de la trypsine, comptfies, centrifugdes et resuspendues k une density de 1,0 X 10 6 
celiules/ml dans un tampon de migration approprifi. Lss cellules ont 6t6 ajbutSes aux puits de la 
partie superieuie de la membrane et incub<Jes h 37°C. Apres 30 min d'adh&ion, les diffdrents 
surnageants ont €te ajout£s dans les puits sup&ieur et infdrieur de la chambre. Aprfes 2 heures» Ie 
VEGF a et6 ajoutS comme chemoattractant dans les puits inferieurs. Aprfcs 3 heures, les cellules 
presentes & la surface interne de la membrane, done celies qui ont envahi la barrifcre, seront 
fixfies, colordes et complies £ Taide d'un microscope h haute resolution. L'activit6 inhibitrice de 
chacun des surnageants a et€ analyst en fonction de la presence ou non du VEGF. 

Dans un premier temps, une dilution de 1/4 de chacun des surnageants tx tester dans le 
milieu de culture cellulaire approprte a &6 utilisde aftn de determiner lequel des surnageants a un 
effet potentiel sur la migration. Les r&mitats chez les cellules BAECs d6montrent que tous les 
surnageants ont un effet inhibiteur sur la stimulation dc la migration induite par le VEGF 
(Figures 3A, 3B). De plus, on remarque que pour le sumageant de bacteries lactiques concentrf, 
son inhibition est complete. En ce qui concerue les HUVECs. tous les surnageants inhibent la 
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stimulation induite par le VEGF, ainsi que le niveau de migration basal (Figures 4A, 4B). 
L'effet inhibiteur semble plus important pour les surnageants de Bio-K Plus (Figure 4B). 

Par la suite, nous avons analyst plus en detail l'effet inhibiteur des surnageants en . 
fonction de la dilution. Les rdsultats obtenus pour les surnageants de Bio-K Plus (avec produit 
laitier) semblent d&nontrer que Peffet inhibiteur sur la stimulation induite par le VEGF est 
fonction de la dilution et que la dilution la plus faible (1/7) a un effet inhibiteur 6galement sur le 
niveau basal de migration (Figure 5A). Des i€sultats similaires ont 6t6 obtenus pour les 
surnageants de Bio-K Plus (sans produit laitier) (Figure SB). On remarque cependant que la 
migration des cellules BAECs semblent plus sensibles aux dilutions 1/20 et 1/10, surtout au 
niveau basal. 

2.3 Caracterisation in vitro des surnageants des produits aUmentaires Bio-K Plus sur la . 
proliferation des HUVECs 

Le test utilisS pour 1'etude de la proliferation cellulaire est le WST-1, une technique qui 
mesure r activity mitochondrial des cellules. Pour ce faire, les HUVECs ont 6t6 ensemencSes 
dans des plaques de 96 puits & une density de 4 000 cellules/puit. . Aprfis 24 heures d'incubation, 
les difterents surnageants ont 6t6 ajoutds sgpar6ment dans chacun des puits. Apr&s 30 min 
d'incubation, du bFGF a 6t6 ajoutd. Une solution de WST-1 d'un kit de Boehringer a 6t6 ajoutfie 
dans chacun des puits apres difterents temps d'incubation (0 h, 24 h, 48 h et 72 h) et ractivitS 
metabolique a 6t6 quantiftee & 450 nm. L' activity inhibitrice de chacun des surnageants a 6t6 
analysee en fonction de la pr&ence ou non du bFGF. 

Les differents surnageants de Bio-K Plus ne semblent pas inhiber la proliferation des 
HUVECs comparativement au temps 0 (Figures 6A, 6B). De plus, si on compare Peffet de . 
diffcrentes dilutions de surnageant de Bio-K Plus (avec produit laitier) et Bio-K Plus (sans produit 
laitier), en absence (Figures 6A 9 6B) et en presence de bFGF (Figures 7A, 7B), on constate que 
la proliferation des cellules est augmentee en pr&encc du facteur de croissance, mais que cette 
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stimulation semble dimihuer et atteindre les niycaux du temps 0, aux dilutions 1/10 et 1/7 (Figure 
7B) vers 48 et 72 heures pour les sumageants de Bio-K Plus (sans produit laitier). 



3,0 Conclusions 

L'ensemble des r&ultats obtenus semble d£montrer que les bact£ries lactiques du Bio-K 
Plus relarguent dans Ie sumageant des mol&ules actives qui ont une activity antiangiog6nique. 

Les principales conclusions des rdsultats obtenus sont les suivantes : 

1- ) La fermentation des protfiines du lait ne semble pas Stre responsable de Taction 
inhibitrice du Bio-K Plus puisque lore de la migration, le produit contenant des prolines 
de soya fermentdes inhibe 6galement la stimulation induite par le VEGF; 

2- ) Les molecules actives semblent Stre d'un poids moldculaire plus grand que 5 000 kDa; 

3- ) Pour observer un effet antiangiog6nique sur la formation de structures capillaires par 
les cellules endoth&iales, il faut que le sumageant de bact&ies en culture soit concentre 
10 fois, ceci pourrait expliquer pourquoi on ne retrouve pas cet effet avec les sumageants 
des produits alimentaxres Bio-KPlus. 



4,0 Prospective 

Les rfisultats obtenus supportent clairement la presence d'une activite antiangiogdnique 
par les bacteries constituant le Bio-K Plus. II nous apparaft done tr£s important de poursuivre la 
caractgrisation de ces propriites afin de mieux comprendre les mecanismes par lesquels le produit 
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pourrait agir comma agent antic anc£reux. Dans cette optique, nous prSvoyons r^aiiser les 
exp6riences suivantes : 

1- ) Determiner le nombre de bact&ies lactiques prfeentes dans la suspension bact€rienne 
avant centrifugation et le comparer au nombre de bactfiries retrouvSes dans le produit 
alimentaire; ceci nous permettra d'fivaluer, & dilution 6gale, la concentration 3quivalente 
de bact&ies retrouvee dans les surnageants; 

2- ) Poursuivre les Etudes de proliferation et de migration avec les surnageants de bactfiries 
lactiques en fonction de ieur dilution; 

3- ) Avec les surnageants qui d&nontrent une activity antiangiog&iique, Studier leurs effets 
sur d'autres 6v6nements cellulaires rattachfis & I'angiogen&se comme: a) l*£tat de 
phosphorylation de certains recepteurs sp&ifiques aux cellules endoth&iales suite & la 
stimulation aux facteurs de croissance; b) les niveaux d'expression des m&ailoproetases, 
famille d'enzymes impliquees dans la degradation de la matrice extracellulaire, secrdt£es 
par les cellules endothdliales et c) r induction de Tapoptose dans les cellules endothelials 
suite aux traiternents. 
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Effete des bacteries lactiques de Bio-K Plus sur des Iignfies cellulaires endotheliales et 

cancereuses 



Objectif : caracteriser les mecanismes motecuiaires du Bio-K Plus dans di verses lign&ss 
endoth61iales et canc&euses humaines. 



1.1 Approches experimentales : 



B. Caractdrisation in vitro des propri&es antiangiog£niques du Bio~K Plus sur les 
cellules endotheliales de veine ombilicale humaine (HUVECs). 

1- Effet sur la proliferation cellulaire; 

2- Effet sur le potentiel migratoire des cellules; 

3- Effet sur la formation de structures de captllaires sur Matrigel. 



C. CaractSrisation in vitro des propriety anticancereuses du Bio-K Plus sur la 
proliferation de 6 Itgnees de cellules tumorales. 



1- MCF-7 (adSnocarcinome du sein); 

2- Panc-1 (carcinome Spith6loTde du pancreas); 

3- PC-3 (carcinome de la prostate); 

4- Daoy (medulloblastome du cerveau); 

5- U-87 (giioblastome-astrocytome du cerveau); 

6- Jurkat (lymphocytes de la leucemie). 

Ces Etudes permcttront de mieux caracteriser et ^identifier de nouvelles cibles 
molSculaires dans les cellules endotheliales et cancereuses modules par le Bio-K Plus. 
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1.2 Preparation du materiel d'eiude 

Dans la presente etude, nous avons caracterise Taction des surnageants de batteries 
lactiques irradiees a 3 kGy (S3), 6 kGy (S6) et 9 kGy (S9). Ces surnageants ont 6t6 obtenus suite 
a deux centrifugations (une a 6 OOOg , 15 min , 4°C et une autre a 10 OOOg, 20 nun, 4 C). Par la 
suite, ils ont €te filtres sur deux filtres (un filtre de 0,45um suivi d'un filtre de 0,22 pm) dans le 
but d'obtenir des surnageants sans batteries et steriles afm de pouvoir traiter les diverses lignees 
cellulaires. Les surnageants ont 6t6 conserves a -80°C jusqu'a utilisation. 

Pour nos etudes, nous avons utilise une concentration de surnageants equivalente a 10 g • 
batteries, puisque selon le memoire de maitrise de Cindy Baldwin, c'est a cette concentration que 
l'effet inhibiteur est maximal. 



1.3 Resultats 



1.3.2 Caracterisation in vitro des proprietes antiangiogeniques du Bio-K Plus sur les 
cellules endotheliales de veine ombilicale humaine (HUVECs). 

Nous avons venfi£ si les surnageants de bactenes avaient un effet sur les cellules 
endotheliales. La technique du WST-1, qui mesure I'acdvite mitochondriale des cellules, nous a 
permis d'Studier la proliferation des cellules HUVECs. Les surnageants ne semblent pas avoir 
d'effet inhibiteur sur la proliferation de ces cellules (Figures 4-5; n = 2). Nous avons par la suite 
evalue le potentiel migratoire des cellules en presence de surnageants de bactenes et les resultats 
se sont averts positifs. Nous avons verifM si les surnageants inhibent la stimulation de la 
migration des HUVECs sur gelatine induite par le VEGF, le mitogene le plus souvent assocte au 
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phenomene d'angiogenese. Les sumageants inhibent compietement la migration par Ie VEGF 
mais egaleraent le niveau de migration basale, & environ 50% (Figure 6). L'effet inhibiteur des 
sumageants ne semblent done pas sp&ifique au VEGF. Les essais de formation de tubes sur 
Matrigel (une matrice riche en laminine, reconstituarit la membrane basale et qui permet la 
differenciation des cellules endothdliales en des structures similaires aux capillaires des vaisseaux 
sanguins) d&nontrent que les sumageants de bacteries inhibent de fa$on significative la formation 
des tubes par rapport au tfimoin chez les HUVECs (Figures 7A-7B; n » 2). L'ensemble de ces 
rfisultats indiquent que les sumageants de fcact&ies contiennent des molecules qui ont un potentiel 
antiangiogenique. 



1A Conclusion 

U ensemble des resultats obtenus dans ce projet semblent demontrer qu'il y a, dans les 
sumageants provenant de bacteries lactiques contenus dans les produits de Bio-K Plus, des 
molecules relargu£es par les bacteries qui semblent avoir une activity antiangiogenique* 

En resume, les principales conclusions de ce projet sent les suivantes : 



Un effet inhibiteur des sumageants de bacteries a ete observe sur la migration 
des cellules endothelials de veine ombilicale humaine (HUVECs) et sur la 
formation de structures de capillaires par ces cellules; 
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Figure 1A 



Effet de differents surnageants de bacteries lactiques 
sur la formation de structures capillaires 
par les cellules HUVECs 



Ctrl 1 2 




Ctrl 1 2 3 



Legende 

1: Surnageantde bacteries lactiques 

2: Surnageant de bacteries lactiouea concentre 

(molecules > 5 000 kDa) 

3: Ffltrat de surnageant da bacteries lactiques 

(molecules s 5 000 kDa) 



10 



CA 02448843 2003-11-13 





X Labels 


A 




Surnageant 


cellules 




v 

A 


Y 


1 


Ctrl 


100.0 


2 


1 


80.7 


3 


2 


18.2 


4 


3 


100.0 



11 



GA 02448843 2003-11-13 



Figure IB 



Effet de differents surnageants de bacteries lactiques 
sur la formation de structures capillaires 
par les cellules HUVECs 



Ctrl 1 2 3 




Ctrl 1 2 3 



Uganda 

1: Surnageant de baeterios la cliques 

2: Surnageant de bacteries laefiques concentre 

(molecules > 5 0Q0 kOa) * 
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Figure 2A 



Effet de differents surnageants de Bio-KPIus 
sur la formation de structures capillaires 
par !es cellules HUVECs 
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Figure 2B 



Effet de differents surnageants de S/o-K Plus 
sur la formation de structures capillaires 
par les cellules HUVECs 
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Figure 3 A 



Effet du surnageant de bacterid 
lactiques sur la migration des 
cellules BAECs 
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Figure 3B 



Effet du surnageant de S/o-K Plus 
sur la migration des cellules BAECs 
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Figure 4A 



Effet du sumageant de bacteries 
lactiques sur la migration des 
cellules HUVECs 
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Figure 4B 



Effet du surnageant de Bio-K Plus 
sur la migration des cellules HUVECs 
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Figure 5 A 



Effet du surnageant de Bio-K Plus 
(avec produit laitier) sur la migration 
des cellules BAECs 
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Figure SB 



Effet du surnageant de Bio-K Plus 
{sans produit laitier) sur ia migration 
des ceiiuias BAECs 
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Figure 6A 
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Figure 6B 



Effet du surnageant de B/o-K 
Plus (sans produit laitier) sur la 
proliferation des cellules 
HUVECs 
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Figure 7 A 



Effet du surnageant de B/o-K 
P/is (avec produit laltler) sur la 
proliferation des cellules 
HUVECs induite parle bFQF 
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Figure 7B 



Effet du sumageant de B/o-K 
Plus (sans produit laitier) sur la 
proliferation des cellules 
HUVECs induite par le bFGF 



^ 10.0- 

ef 

■as O 7KJ 



Dilution 1/20 
Dilution 1/10 
Dllution1/7 



CA 02448B43 2003-11-13 



< Values 



Dilution 1/20 



B 



Dilution 1/10 



Dilution1/7 



Y1 



Y2 



Y3 



Y1 



Y2 



Y3 



Y1 



Y2 



:.9270ol 



0.00 
24. 



2.49300 



2.54300 



2.19600 



2.727000 



2.891000 



2.651000 



2.90000 



6J59500I 
4.035001 



5.36200 



5.32200 



4,58300 



6.863000 



5.192000 



8.081001 



5.53800 



48.00 
72.00 



4.87500 



4.97000 



5.099000 



4.939000 



5.384000 



3.56800 



4.22700j 



4.84200 



6.53700 



6.21000 



3J26000 



4.554000 



5.019000 



5.05000 



4f> 



CA 02448843 2003-11-13 



Figure 4 
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Effect of lactic bacteria supernatants on 
the proliferation of endothelial cells 
after 65 h treatment (n =1) 
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Figure 4 



Effect of lactic bacteria supernatants on 
the proliferation of endothelial cells 
after 65 h treatment (n = 2) 
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Figures 



Effect of lactic bacteria supernatants on 
the migration of endothelial cells 
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Figure 7 



Effect of lactic bacteria supematants on 
the proliferation of tumoral cells after 
65 h treatment (n = 1) 
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Figure 7 



B. 

Effect of lactic bacteria supernatants on 
the proliferation of tumoral cells after 
65 h treatment (n = 2) 
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Figure 8 



Effect of lactic bacteria supernatants on 
the migration of tumoral cells 
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